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Le terme ((pouvoir insecticide )) ne correspond pas h un mbcanisme 
biologique clairement ddfini; il comprend un grand nombre de r6actions 
biologiques et toxicologiques qui nous 6chappent pour ties raisons 
techniques. Ces faits compliquent 1’6tude des relations entre la consti- 
tution chimique et le pouvoir insecticide. 

Ldqende de la tabelle. 
Action insecticide: ,a = aucune action. 

+a+ + + =z plus ou moins forte action. 
Insectes examines : Pou = Pediculi vestimenti, 

Mouche : Calliphora vomitoria, 
Fourmi : Formica fusca, 
Charanpon: Calandra granaria, 
Pyrale: Ephestia Kugniella, 
Mite: Larves de Tineola biselliella. 

Laboratobes de recherches, J .  R. Geigy, A.G.,  B$le. 

169. Progres recents dans la bioehimie de la oholine 
par Ernest Kahanel) et  Jeanne L6vy2). 

(12 VI 46) 

et de ses derives 

Les travaux que nous avons consacres B la biochimie de la choline 
et de ses derives appartiennent aux trois groupes suivants : 

lo Etude de la presence et de 1’6tat de la choline chez les &res 
vivants j 

2 O  Etude de la presence de l’ac8tylcholine libre ou dissimul6e 
chez les 6tres vivants; 

3O Pharmacologie de I’acBtylcholine et des substances qui lui sont 
apparentbes. 

Nous dbcrirons dam ce travail 1’6volution de nos recherches sur 
la presence et sur 1’6tat de la choline dans les substances biologiques, 
qui nous ont amen& B Btablir plusieurs techniques analytiques nou- 
velles. 

Si la presence de la choline B 1’6tat combine, sous la forme de 
lecithine, est depuis longtemps universellement reconnue dans toutes 
les cellules vivantes, son existence ii 1’Btat libre Btait loin d’etre Btablie 
avec certitude. La polemique qui a mis aux prises entre 1907 et 1910 
Gautrelet et BZan,cncheti&e au sujet de la choline libre du sang, est parti- 

l) Maitre de Confbrences iL l’Ecole Nationale d’agriculture de Grignon, Directeur 
du laboratoire de Microanalyse Organique du Centre National de la Recherche Scienti- 
fique. 

2, Professeur A la Facult6 de Medecine de Paris, Directeur du laboratoire de Con- 
trale des Mbdicaments antivenhiens de l’Acad8mie de Medecine de Paris. 
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culihrement significative a cet Bgard. Une substance biologique avait 
cependant B t B  l’objet de nombreux travaux qui Btaient tous concor- 
dants: c’est le sperme, dont la richesse en choline Btait m6me le prin- 
cipe de sa recherche m6dico-legale par la rdaction de FZorence (pre- 
cipitation caractdristique de l’enneaiodure de choline). 

En vertu de cette proprihtd, Rondeau dzc Noyer et Kahane ont 
essay6 d’6tablir en 1933 une mBthode d’identification de la poudre de 
testicules, par la formation des cristaux de F’lorence au moyen d’un 
rdactif iodo-iodur6. En fait, cette reaction Btait fortement positive, 
non seulement avec la poudre de testicules, mais dgalement avec 
toutes les autres poudres opothdrapiques soumises Q l’experience. Ce 
rdsultat, qui interdisait l’application analytique projetee, Btait en 
contradiction avec ce que l’on savait du caractbre aldatoire de la re- 
cherche de la choline dans les organes animaux. 

Les techniques analytiques dont on disposait Bi cette Bpoque ne 
permettaient pas d’aller beaucoup plus loin, car la choline possbde 
peu de reactions caractkristiques. Elle precipite avec les reactifs gene- 
raux des alcaloides en mBme temps qu’un grand nombre parmi les 
substances azotees des extraits animaux et v6ghtaux. La reaction 
biologique, aprbs ac&ylation, si elle est specifique de la choline, peut 
intdresser dans une mesure plus ou moins grande la choline engaghe 
dans ses combinaisons. De plus, le simple problbme de la separation 
de la choline libre et des lecithines Btait ma1 rdsolu. I1 nous a fallu 
Btablir des techniques plus sdres que les methodes generales classiques 
et nous avons dtB assez heureux pour trouver dans l’hydroxyde de fer 
naissant, employe sous la forme du melange d’une solution de sulfate 
de fer(II1) et de carbonate de calcium, un reactif qui fournit des ex- 
traits aqueux remarquablement purs et fidbles. 

MBme dans ces extraits, la choline est loin d’Btre la seule substance 
qui prkcipite par les reactifs generaux des alcaloides et notamment 
par le reactif iodo-iodurb. NBanmoins, B, condition d’op6rer en milieu 
trbs dilud, la reaction de Plorence apparait gdnhralement avec nettet A. 
Un dosage approximatif peut &re fait en observant la dilution limite 
de disparition de la reaction de Plorence par comparaison avec une 
solution-tdmoin. 

Nous avons applique cette methode B, de nombreux tissus. En 
faisant le broyage et la defecation aussi rapidement que possible aprbs 
le prdlbvement, de faqon B Bviter toute alteration de la choline primi- 
tivement prdsente ou toute apparition de choline aux depens de ses 
formes complexes, nous avons reconnu que la quasi-totalit6 des subs- 
tances biologiques renferment de la choline B 1’6tat libre, en quantite 
extrcmement variable de l’une B l’autre, mais avec une certaine rd- 
gularite pour des 6chantillons diffBrents du mGme tissu appartenant 
a la m6me espbce. 
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Mais le phhnombne sntdrieurement ddcrit n’ktait pas suffisam- 
ment explique par la presence ainsi reconnue de choline libre dans 
tous les organes. Non seulement la quantite de choline libre de l’in- 
testin (10-60 y par g), du foie (5-120)’ des poumons (5-75), 
des reins (5-90)’ etc., est relativement faible, mais celle que l’on 
trouve dans les testicules (5-60)’ les vesicules seminales (10-175) et 
le sperme (70) l’est Bgalement. Aprhs le paradoxe de la choline libre 
abondante dans toutes les poudres d’organes, nous tombons sur le 
paradoxe de la choline libre rare m6me dans les substances biologiques 
traditionnellement reputees en contenir beaucoup. 

L’Btude particulibre du sperme et des organes genitaux mhles 
nous a montre que l’abondance de la choline libre est sous l’etroite 
dbpendance du temps qui s’Bcoule entre le prelbvement et la prepara- 
tion de l’extrait. Un Bnorme supplement de choline libre apparait 
rapidement dans ces differents tissus, et surtout dans le sperme (2,12 
mg aprbs 6 h.). L’idBe d’un processus enzymatique s’imposait, et elle 
a BtB confirmee par l’observation du pouvoir enzymatique intense des 
extraits de prostate vis-a-vis des extraits de vesicules seminales. 

Quel Btait le substrat aux depens duquel se faisait la liberation 
de choline ? La defecation par l’hydroxyde de fer(lI1) naissant permet 
de separer les principes franchement hydrosolubles des principes in- 
solubles ou existant a 1’8tat colloidal. I1 fut facile de reconnaitre que 
ce n’est pas aux depens de ceux-ci que se fait la liberation de choline, 
mais par action de l’extrait de prostate sur le liquide provenant de la 
defecation. 

A c6te de la choline libre que nous avions rencontree dans les 
extraits aqueux des tissus, ceux-ci renferment donc une forme com- 
bine‘e de la choline capable de liberer cette substance sous une in- 
fluence enzymatique. La m6me liberation a lieu par hydrolyse, no- 
tamment sous l’influence de l’acide chlorhydrique a l’bbullition. Cette 
forme de choline, que nous designons provisoirement sous le nom de 
(( Choline hydrosoluble combinee )), n’est pas particulibre au sperme, 
mais existe dans la majeure partie des tissus animaux et vegetaux. 
Son abondance est variable, mais la quantit6 de choline qu’elle fournit 
par hydrolyse est generalement superieure B la choline libre. Dans cer- 
tains CBS, elle est considerable, comme pour les vesicules seminales 
(0,5 B, 2,3 mg par g) et le sperme (2’8 mg). Chez la plupart des 
organes animaux, on en trouve de 0’05 a 0,2 mg par g. 

Ces tissus Btaient peu utilisables pour une recherche systema- 
tique en vue de l’identification de la cccholine hydrosoluble combinee)), 
les uns parce qu’ils sont peu accessibles, les autres parce qu’ils sont 
trop pauvres. Nous avons procede B une enqu6te afin de trouver une 
matibre premiere B, la fois abondante et riche en choline hydrosoluble 
combinee. Au cours d’un sejour B la Station Zoologique de Roscoff, 
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nous avons eu la bonne fortune de trouver dans un mollusque, la Pa- 
telle (PateZZa vdgata), la source que nous recherchions. La Patelle 
contient en effet par gramme environ 0,l mg de choline libre et 0,4 
B 2,5 mgr. de choline B 1’6tat hydrosoluble combine. 

Nous avons trait6 76 kg de patelles afin d‘en extraire le principe en question, 
d’6tudier ses propri6tes et d’6tablir sa composition. La choline hydrosoluble combinbe ne 
pr6sente aucune des rbctions de precipitation par lea reactifs g6n6raux des alcalofdes. 
Mais comme elle est soluble dans les alcools et dans l’eau, et insoluble dans l’ac6tone, nous 
avons effectu6 une aerie de pr6cipitations par ce dernier reactif qui ont largement purifie 
l’extrait primitif provenant de la defecation ferrique. Le rapport du produit sec au chlorure 
de choline qu’il donne par hydrolyse 6tait pass6 de 70 B 11. Nous avons alors pouss6 plus 
loin la purification de notre extrait par adsorption de la oholine hydrosoluble combinbe 
en solution dans l’alcool m6thylique sur le silicagel. L’6lution 6tait faite par action de 
l’eau bouillante, et fournissait un extrait contenant environ un tiers de son poids de chlo- 
rure de choline. 

C’est sur ces entrefaites que nos recherches ont BtB interrompues 
par la guerre, puis entrades par l’occupation. Nous les avons reprises 
avec activit4 d8s la Liberation qui nous a permis de reconstituer nos 
Bquipes de travail. Mais presque tous nos extraits s’6taient hydrolyses 
dans l’intervalle et Btaient devenus inutilisables. Les c6tes Btaient 
inaccessibles et la rBcolte des Patelles a peu prbs impossible. 

Aussi, en attendant de reprendre 1’6tude des extraits de Patelle, 
nous avons pens6 Q utiliser un materiel plus simple. En effet, nous 
avons effectue des recherches sur l’autolyse des organes, comme suite 
B nos observations sur l’action de l’enzyme de la prostate sur les ex- 
traits de vbsicules sBminales. En raison de la IibBration progressive 
de choline par l’intestin maintenu en survie, liberation bien connue a 
laquelle on avait m6me attribue un caractere hormonal, nous avons 
6tudiB d’une fagon particulihrement approfondie 1’Bvolution des subs- 
tances choliniques de l’intestin intact ou broy4. Nous avons ainsi re- 
connu que le stock de choline hydrosoluble combinbe et celui de cho- 
line libre croissent au detriment de la choline non hydrosoluble, la 
totalit8 de la choline, ou presque, finissant par se trouver 1’6tat libre. 
Cette degradation parait &re due 8, un mecanisme en deux Btapes: 
hydrolyse enzymatique des phospho-aminolipides en choline hydro- 
soluble combinee, hydrolyse enzymatique de celle-ci en choline libre. 
Nous avons pu dBfinir les conditions expkrimentales dans lesquelles 
le premier mBcanisme se produit presque exclusivement et nous avons 
reconnu qu’il permet la ddgradation des lecithines isolBes. 

Operant sur une suspension de lecithine de I’euf dans l’eau, nous 
avons obtenu par l’action de l’intestin broye une solution renfermant, 
aprks def4cation, une portion importante de la choline primitive sous 
forme combinBe. Nous avons applique 8, ces extraits les mBthodes de 
precipitation a l’acetone et d’adsorption sur silicagel qui avaient per- 
mis de purifier les extraits de Patelle. Comme nous partions d’un 
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milieu plus simple et plus riehe, nous avons obtenu plus facilenlent 
des extraits plus purs. Le produit final s’est montre en effet rebelle 
a toutes les tentatives de separation auxquelles nous l’avons soumis. 
I1 contient environ la moitie de son poids de choline (comptee en 
chlorure) et renferme, pour une molecule de choline, une moldcule 
d’acide glycbrophosphorique. Au moins dans ce cas particulier, la 
choline hydrosoluble combinee s’identifie par consequent h l’ester 
glycdrophosphorique de la  cho1in.e. 

Nous ne pouvons pas gBn6raliser entibrement ce resultat et nous 
continuerons h dbsigner sous le nom de choline hydrosoluble combine‘e 
le principe que nous avons rencontre dans la plupart des tissus ani- 
maux et veg4taux. Certaines observations nous font penser que ce 
principe n’est pas toujours identique Bi lui-m6me et qu’il s’agit sans 
doute de toute une classe d’esters dont la glycerophosphoryl-choline 
n’est que l’un des representants. 

Pour toutes ces recherches nous avons eu besoin de connaitre 
avec le maximum de precision la teneur en choline libre et en choline 
totale des substances sur lesquelles nous travaillions. Les methodes de 
dosage par appreciation de la dilution limite de la reaction de Florence, 
ou biologique aprbs acbtylation, ne permettaient qu’une evaluation 
approximative. Nous nous sommes attaches h mettre au point une 
technique plus precise et nous avons r6ussi h adapter le dosage volu- 
metrique de l’iode du periodure de choline aux extraits biologiques. 

En fait, cette methode est frequemment utilisde, mais ne donne 
de bons resultats que sur les extraits contenant peu de substances 
Btrangbres h c6tB de la choline elle-mkme, car la plupart des bases de 
l’organisme donnent en milieu concentre des prdcipitds avec le rdactif 
iodo-iodure. La separation de la choline et de ces bases est difficile 
et les methodes par precipitation, qu’elles fassent appel B ce rbactif, 
au sel de Reinecke,  h l’acide phosphotungstique, etc., ne conviennent 
qu’aux extraits lipidiques. La preparation de ces derniers extraits 
offre elle-m6me des difficult& notables, car il est pratiquement impos- 
sible d’extraire d’un tissu la totelite de sa choline au moyen des sol- 
vants organiques. Le dosage de la choline totale doit &re fait sur le 
tissu total, et nous avons successivement deerit une m6thode d’at- 
taque sulfurique, puis une methode d’attaque nitrique, au cours des- 
quelles la choline se trouve lib6rBe de ses combinaisons. Beaucoup de 
substances azotees sont dktruites au cours de ces attaques acides et 
dans le deuxibme procedd, la choline reste seule a precipiter par le 
reactif iodo-iodur6. 

La technique que nous prbconisons (en collaboration avec G. Dzccet), consiste par 
consequent B attaquer la substance biologique par l’acide nitrique au tiers, B neutraliser 
par un excds de carbonate de calcium, B defequer par addition de sulfate de fer(III), B 
prbcipiter le periodure de choline par un reactif iodo-iodur6 et enfin B titrer au thiosulfate 
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8 des 9 atomes d’iode de ce periodure. Nous obtenons ainsi des rksultats reproductibles. 
De plus, le periodure de choline isole peut servir L l’identification de la choline par trans- 
formation en phosphotungstate et Btude des propri6tb de ce sel. 

Nous employons cette mhthode, qui offre le maximum de garan- 
tie, pour Bclaircir le problbme du mktabolisme de la choline qui est 
fort ma1 connu, dans l’espoir de jeter quelque lumikre sur ce que l’on 
soupgonne du r61e physiologique de la choline, de la choline hydro- 
soluble combinBe et; des phosphoaminolipides. 

Paris, Laboratoire de microanalyse organique du C. N. R. S. 
Laboratoire de ContrGle des MBdicaments antivBnBriens 

de l’AcadBmie de MBdecine. 
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